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La presente invention concerae un proc&le de defection et/ou d'identification de 
bacteries presents dans un echantillon, liquide ou solide. L'invention concerne 
egalement un dispositif de detection et/ou d'identification de bacteries presents dans un 
tel echantillon. 

L'identification de bacteries dans Ies aliments, est indispensable pour la sant6 
publique. Par exemple, les bacteries de genre Salmonella, qui peuvent etre trouvees 
dans une grand nombre d'aliments, spnt la cause de nombreuses pathologies chez 
rhomme (fievre typho'fde, intoxication alimentaire). De m&ne, l'isolement et 
l'identification de la bacterie Listeria est une obligation majeure de la surveillance de 
l'hygiene agro-alimentaire et de la bacteriologie medicale. Ainsi, parmi les bacteries du 
genre Listeria, l'espece Listeria monocytogenes, connue pour Stre pathogene pour 
rhomme peut engendrer la listeriose, parfois mortelle (25 a 30 % des cas) chez les 
personnes immunod6prim6es, les enfants en bas age. II est done tres important de 
disposer d'un test fiable et rapide permettant de d6tecter les contaminations par ces ^ 
bact6ries, lequel test doit Stre a la fois sensible et specifique. Enfin, l'identification de * 
bactenes du genre Staphylocoque est egalement primordial. La plupart de ces especes \. 
sont des pathogenes opportunistes chez I'homme presentant un risque elev6 en cas def t' 
blessure cutanee par un traumatisme ou par implantation directe d'un produit medical. 
D'ailleurs, l'espece Staphylococcus aureus est une bacterie qui se retrouve souvent 
chez des patients qui doivent recevoir des soins hospitaliers faisant intervenir des 
appareils tels que seringues ou catheters. II y a done un grand interet de detecter la 
presence de cette bacterie pathogene, de plus en plus impliquee dans les maladies 
nosocomiales. 

II existe actuellement de nombreux tests de detection de bacteries. D'une 
maniere g^nerale, ces tests de detection necessite un preenrichissement cornprenant : 
• une 6tape de ressuscitation, permettant aux bacteries de recuperer du stress 

induit par la mise en culture et 
« une etape de croissance exponentielle bacterienne, qui est indispensable 
lorsque peu de bacteries sont initialement present dans 1' Echantillon et 
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• une etape de detection des bacteries, qui doit etre pr6ferentiellement realisee au 
pic de croissance bacterienne, et avant 1 'apparition de la phase de mort 
bacterienne, qui est observee lors de toute culture bacterienne. 
A titre indicatif de methode de detection de bacteries, on peut citer le procede de 
5 detection de Salmonella decrit dans le brevet US-A-4,563,418, qui est base" sur une 
immunoprecipitation. La detection de ces bacteries s'effectue, apres 1'etape de pre 
enrichissement et de croissance bacterienne, apres migration dans un milieu de culture 
pr6 enrichi en Salmonella et une reaction avec des anticorps diriges contre les 
Salmonella. On peut citer egalement une methode comparable, basee egalement sur une 
10 immunoprecipitation qui est presentee dans le brevet US-A-5, 132,229. Dans ces 
m6thodes, Putilisateur doit toutefois realisee manuellement une 6tape de transfert du 
milieu de culture, pre enrichi en bacteries, vers le gel de migration, ce qui peut induire 
des problemes notamment de contamination mais egalement des risques pour la sante 
du manipulateur. 

15 On peut egalement citer des methodes plus recentes, basees principalement sur 

la migration des bacteries a travers un milieu selectif de 1'espece de bacteries que Ton 
souhaite specifiquement detecter. Ainsi, la demande de brevet EP-A-0.259. 1 1 6 presente 
un procede pour detecter la presence de Salmonella dans un echantillon, le procede 
comprenant la migration des Salmonella presentes dans un milieu de culture pre enrichi 

"20 vers'unTmllieiTse^ aes salmonelles. Les salmonelles migrent alors vers 

le systeme de detection, permettant leur identification, alors que les autres bacteries 
susceptibles d'etre presents dans l'echantillon sont stoppes par le milieu selectif. 
Toutefois, dans ce procede, le milieu de culture reste en contact avec le milieu selectif 
et le systeme de d6tection, ce qui constitue le probleme majeur de ce type de procede. 

25 Ainsi, si l'echantillon est fortement contamine, les bacteries, autres que les salmonelles 
presentes dans le milieu de culture, peuvent alors sarurer le milieu selectif, qui ne joue 
plus alors son role de barriere selective. La presence de bacteries, autres que les 
salmonelles, dans le systeme de detection peut alors constituer un faux positif : on 
detecte un systeme de detection positif alors que Pechantillon n'est pas contamine en 

30 salmonelles. De plus, le procede tel que decrit dans cette demande ne peut Stre mis en 
ceuvre que pour des bacteries motiies. 
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La prEsente invention se propose de resoudre l'ensemble des inconvEnients de 
l'Etat de la technique en prEsentant notamment un procEdE pour la detection et/ou 
1'identification de bacteries, neeessitant peu de manipulations de la part du 
manipulates, du milieu de culture comprenant Ies bacteries, tout en permettant un 
5 diagnostic rapide, directement depuis le milieu de culture, que Ton peut mettre 
aisement en place lors de la phase de croissance exponentielle bactErienne. 

Avant d'aller plus avant, les definitions suivantes permettront de mieux 
comprendre la suite de 1'exposE de I'invention. 

10 Par Echantillon, on entend un Echantillon alimentaire, issu de tout type d'aliment, mais 
aussi un echantillon clinique, issu d'un prElevement de liquide biologique. Cet 
Echantillon peut Etre ainsi liquide ou solide et on peut citer d'une maniere non 
limitative, un Echantillon alimentaire d'eau, de boissons tels que le lait, un jus de fruits; 
Echantillon clinique de sang, de plasma, d'urines, de feces, un Echantillon alimentaire , 

15 -de yaourt, de viande, d'oeufs, legumes, mayonnaise, fromage; poisson..., un* 
Echantillon alimentaire issue d'une alimentation destinee aux animaux, tel que,, 
notamment un Echantillon issu de farines animales , 5 
Par premier rEcipient on entend tout type de contenant susceptible de recevoir un 
milieu de culture, tel que notamment un flacon, une bouteille, un sac Stomacher®... II 

20 peut etre avantageux que ce premier recipient tolEre une variation de pression, lors 
notamment d'une variation de temperature. Ainsi, si le premier rEcipient est fabrique 
dans un matEriau solide (telle qu'une bouteille en verre), il est avantageux que ce 
premier recipient soit ouvert, ou soit munie d'une valve permettant une variation de 
pression. Lorsque le premier rEcipient est fabrique dans un matEriau flexible, tel que 

25 notamment, un sac Stomacher®, il peut etre ouvert ou fermE, puisque la variation de 
pression est permise par la flexibilitE du matEriau. 

Par milieu de culture , on entend un milieu comprenant tous les ElEments nEcessaires a 
la viabilite et a la croissance des cellules. Un tel milieu de culture est bien connu de 
l'homme du metier, qui pourra aisement choisir le milieu de culture le plus adequat 
30 quant aux bacteries qu'il souhaite dEtecter. 
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Par milieu selectif. on entend un milieu permettant de selectionner les bacteries qui 
doivent r6agir avec le systeme de detection des bacteries. Lorsque l'on souhaite 
selectionner par exemple une bacterie donnee, le milieu selectif comprend un 
antibiotique dirige contre les autres especes bacteriennes, susceptibles d'Stre presentes 

5 dans Pechantillon, et que Ton ne veut pas detecter. Un autre exemple consistent en ce 
que ce milieu selectif comprend un compose toxique contre certains bacteries 
particuliers. On peut utiliser encore un milieu restrictif nutritionnellement pour 
certaines bact6ries. De tels milieux selectifs sont bien connus de rhomme du metier qui 
choisira un milieu selectif approprie en fonction de Pechantillon et des bacteries qu'il 

10 souhaite analyser. Ce milieu selectif peut Stre melang6 au milieu de culture ou isole 
dans un deuxieme recipient comprenant le systeme de detection. 
Par deuxieme recipient , on entend tout type de contenant susceptible de recevoir au 
moins un systeme de d6tection tel que d6fmi ci-dessous. Ce deuxieme recipient est 
preferentiellement dans un materiau suffisamment rigide, pour que son volume reste 

15 constant lorsqu'on applique a l'inteiieur de ce deuxieme recipient, une diminution de 
temperature. Ce deuxieme recipient peut etre compris dans le premier recipient arm que 
l'utilisateur ne dispose que d'un seul dispositif comprenant l'ensemble des moyens 
necessaire a la detection et/ou a l'identification de bacteries. 

Par svsteme de detection , on entend un systeme qui permet de mettre en evidence la 

-20 presenee^urrbaetene-dorm^ 

on peut citer, a titre indicatif, un systeme de detection comprenant un substrat 
chromogenique, fluorogenique, base sur la detection d'une immunoprecipitation, une 
immunochromatographie, un indicateur de pH, un produit precipitant. . . Cette detection 
peut etre directe, c'est-a-dire par detection du bacterie, ou indirecte, par detection 

25 notamment d'un metabolite libere par ledit bacterie. 

Par moven de transfert . on entend tout moyen permettant le transfert d'un milieu liquide 
compris dans un premier recipient vers un deuxieme recipient. Ce moyen de transfert et 
le deuxieme recipient peuvent etre independant, ou constituer une piece unique. 
Ainsi, l'invention presente un procedS de detection et/ou d'identification de bacteries 

30 presents dans un echantillon, liquide ou solide, caract6ris6 en ce que : 
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a. on place, dans un premier recipient, l'echantillon susceptible de contenir 
lesdites bacteries dans un milieu de culture liquide, 

b. on dispose d'un deuxieme recipient comprenant au moins un systeme de 
detection desdites bacteries, 

5 c. on dispose d'un moyen de transfert entre le premier recipient et le deuxieme 

recipient, 

d. on applique une temperature Tl a Pinterieur du deuxieme recipient puis, 

e. on applique une temperature T2 a l'interieur du deuxieme recipient 

f. la temperature Tl est superieure a la temperature T2 de sorte que Ton transfert 
10 un volume defini de milieu de culture du premier recipient vers le deuxieme 

recipient , 

g. on determine la presence ou {'absence de bacteries et/ou on identifie les 
bacteries au niveau du systeme de detection. 

Les bacteries peuvent 6tre notamment d'une maniere non limitative les bacteries du, 

15 genre Staphylococcus, Salmonella, Niesseria, Legionella, Mycobacteria;* 
Campylobacter, Listeria... » 
Selon un mode prefere de realisation de 1 'invention, le moyen de transfert comprend aui 
moins une premiere ouverture au niveau du premier recipient et au moins une deuxieme 
ouverture au niveau du deuxieme recipient. 

20 II est bien entendu que le transfert entre le premier recipient et le deuxieme recipient ne 
s'effectue pas spontanement. II faut par exemple que la premiere ouverture au niveau 
du premier recipient soit situe au dessous de la deuxieme ouverture au niveau du 
deuxieme recipient, afin d'eviter tout transfert spontanee par gravite. Ce transfert 
spontane peut etre evite egalement lorsque le moyen de transfert est un conduit non 

25 capillaire, empechant tout transfert spontanee entre le premier recipient et le deuxieme 
recipient par simple capillarite. Le diametre interne de ce conduit peut etre compris 
notamment entre 0,1 et 5 mm, preferentiellement entre 0,5 et 2 mm. 
Preferentiellement, le deuxieme recipient circonscrit un premier volume d'air entre la 
deuxieme ouverture et le systeme de detection et/ou le moyen de transfert circonscrit un 

30 deuxieme volume d'air entre la premiere ouverture et la deuxieme ouverture. Si le 
deuxieme recipient comprend en outre, entre la deuxieme ouverture du moyen de 
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transfer! et le systeme de d6tection, un milieu selectif, le volume d'air est 
preferentiellement circonscrit entre la deuxieme ouverture du moyen de transfert et le 
milieu selectif. 

Selon un mode prefere de realisation de Pinvention, le deuxieme recipient et le moyen 
5 de transfert sont dans des materiau suffisamment rigide pour rester a un volume 

constant lors d'une variation de temperature. Ainsi, lorsqu'on passe d'une temperature 

Tl a T2, le premier volume d'air, et/ou le deuxieme volume d'air agissent comme un 

poumon d'aspiration en subissant une diminution de pression. 

Selon un mode prefere de realisation de Pinvention, Tl est compris entre 20 et 45°C, et 
10 plus preferentiellement entre 30 et 42°C; T2 est compris entre 4 et 30 °C, 

preferentiellement entre 13 et 18°C. 

Lors de Petape f) le volume defini que Ton transfert est notamment dependant de la 
difference de temperature que Pon applique, ainsi que du deuxieme volume d'air. Le 
volume defini que Pon transfert peut Stre notamment compris entre 100 et 1000 ul, et 
15 preferentiellement entre 400 et 600 ul. Ainsi, a titre indicatif, lorsque la difference de 
temperature (T2 - Tl) est de 22°C, et que Tl = 15°C et T2 = 37°C, une volume de 350 
ul est transfere du premier recipient vers le deuxieme recipient. II est 6galement 
possible de realiser les etapes d) a f) plusieurs fois, afin de transferer, en plusieurs fois, 
le volume defini permettant la detection des bacteries. 



•20 ^Liorsni'e-l^tape~g)rl'a~deteinimah % onnie^ d'e b'acteries et/ou 

Pidentification des bacteries depend du systeme de detection qui est utilise. 
Selon une variante de realisation de Pinvention, on effectue, entre Petape a) et Petape 
b), un etape de pre enrichissement qui consiste a augmenter le nombre de bacteries que 
Pon souhaite detecter. Une telle etape de pre enrichissement est bien connue de 

25 Phomme du metier, qui Padaptera aisement selon les bacteries qu'il souhaite detecter. 

Selon un mode particulier de realisation de Pinvention, le deuxieme recipient est 
compris dans le premier recipient. 

L'invention concerne egalement un procede de d6tection et/ou d'identification de 
30 bacteries presentes dans un echantillon, liquide ou solide, caract6rise en ce que : 
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a. on place, dans tan premier recipient, I'echantillon susceptible de contenir 
lesdites bacteries dans un milieu de culture liquide, tel que d6fini 
precedernment, 

b. on dispose d'un deuxieme recipient comprenant au moins un systeme de 
detection desdites bacteries, tel que defini pr&edemment, 

c. on dispose d'un moyen de transfert entre le premier recipient et le deuxieme 
recipient, tel que defini prec6demment, 

d. on applique une temperature Tl a l'interieur du premier recipient puis, 

e. on applique une temperature T2 a l'interieur du premier recipient 

f. la temperature Tl est inferieure a la temperature T2 de sorte que Ton 
transfert un volume defini de milieu de culture du premier recipient vers le 
deuxieme recipient , 

g. on determine la presence ou l'absence de bacteries et/ou on identifie les 
bacteries au niveau du systeme de detection. 

Selon un mode prefere de r6alisation de l'invention, le deuxieme r6cipient et le moyen j 
de transfert sont dans des materiaux suffisamment rigides pour rester a un volume., 
constant lors d'une variation de temperature. 

L'invention concerne egalement un dispositif de detection et/ou d'identification de 
bacteries dans un echantillon comprenant 

• un deuxieme recipient comprenant au moins un systeme de detection, et 

• au moins un moyen de transfert entre un premier recipient et le deuxieme 
recipient, ledit moyen de transfert comprenant au moins une premiere 
ouverture au niveau du premier recipient et au moins une deuxteme ouverture 
au niveau du deuxieme recipient. 

Selon un mode prefere de realisation de l'invention, le deuxieme recipient circonscrit 
un premier volume d'air entre la deuxieme ouverture et le systeme de detection et/ou le 
moyen de transfert circonscrit un deuxieme volume d'air entre la premiere ouverture et 
la deuxieme ouverture, lesdits premier et deuxieme volumes d'air agissant comme un 
poumon d'aspiration lorsqu'on applique une diminution de temperature au sein 
notamment du deuxieme recipient. 
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Selon un mode prefere de realisation de l'invention, le premier recipient et le moyen de 
transfert sont dans des materiaux suffisamment rigides pour rester a un volume constant 
lors d'une variation de temperature. 

Selon un mode particulier de realisation de l'invention, la premiere ouverture au niveau 
5 du premier recipient est en position inferieure par rapport a la deuxieme ouverture au 
niveau du deuxieme recipient, afin d'eviter notamment tout transfert par pesanteur entre 
le premier recipient et le deuxieme recipient. 

Selon un autre mode de realisation de l'invention, la premiere ouverture au niveau du 
premier recipient et la deuxieme ouverture au niveau du deuxieme recipient constitue la 
10 meme ouverture. Dans ce mode de realisation, le moyen de transfert se limite alors a 
cette mSme ouverture. 

Selon un mode particulier de realisation de 1'invention, le moyen de transfert est un 
conduit non capillaire, afin d'eviter notamment tout transfert par simple capillarit6 entre 
le premier recipient et le deuxieme recipient. 
15 Selon un mode particulier de realisation de l'invention, le dispositif tel que d6fini ci 
dessus comprend, en outre, un premier recipient comprenant un milieu de culture. Selon 
un mode particulier, le deuxieme r6cipient est compris dans le premier recipient. 
PreTerentiellement, le premier recipient est un sac stoemacher®. Le sac stomacher® 
peut alors comprendre un filtre, entre le milieu de culture ou est place I'echantillon 



alimentaire ne bouche la premiere ouverture et empeche le transfert du milieu de 
culture du premier recipient vers le deuxieme recipient . 

L'invention concerne enfin un kit de d6tection et/ou d'identification de bacteries pour la 
25 mise en oeuvre du precede tel que defini precedemment. 

Les figures ci-jointes sont donnees a titre d'exemple explicatif et n'ont aucun 
caractere limitatif. Elles permettront de mieux comprendre l'invention. 

Ainsi, la figure 1 presente un premier mode de realisation de l'invention, tel que 
30 presente dans Pexemple 1. Le premier recipient (1) est un sac stomacher® comprenant 
un milieu de culture (2) dans lequel est place I'echantillon, susceptible de contenir les 
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bacteries que Ton souhaite detecter et/ou identifier. Le deuxieme recipient (4) 
comprend un systeme de detection (6) qui est un milieu liquide selectif comprenant un 
indicateur formant un precipite lorsqu'il est en pr6sence de la bacteiie que Ton souhaite 
detecter et/ou identifier. Ce deuxieme recipient est relie a un moyen de transfert (3), qui 

5 plonge dans le milieu de culture (2) comprenant l'echantillon. Ce moyen de transfert 
comprend une premiere ouverture (7) au niveau du premier recipient (1) et une 
deuxieme ouverture (8) au niveau du deuxieme recipient (4). Un premier volume d'air 
(9) est circonscrit entre la deuxieme ouverture (8) et le systeme de detection (6). Un 
deuxieme volume d'air (16) est egalement circonscrit au sein du moyen de transfert (3) 

1 0 entre la deuxieme ouverture (8) et la premiere ouverture (7). 

La figure 2 presente un autre mode de realisation de l'invention, tel que presents 
dans l'exemple 2. Le premier recipient (1) est un contenant ouvert comprenant un 
milieu de culture (2) dans lequel est place l'echantillon que Ton souhaite analyser. Le 
moyen de transfert (3) est comparable a celui de la figure 1 . Le deuxieme r6cipient (4) 

15 comprend un premier volume d'air (9), tel que defini dans la figure 1 , et une colonne de 
cellulose (10) dans laquelle est imbibe un milieu selectif (5). Au somment de la colonne 
de cellulose (10) est place le systeme de detection (6) qui est un substrat 
chromogenique immobilise passivement sur un disque de papier sterile. 

La figure 3 presente un autre mode de realisation de l'invention, tel que presente 

20 dans l'exemple 3, qui trouve une application preferentielle lors de la detection de 
bacteries motiles. Le premier recipient (1) est un contenant ouvert comprenant un 
milieu de culture (2) dans lequel est place l'echantillon que Ton souhaite analyser. Le 
moyen de transfert (3) est comparable a celui de la figure 1. Le deuxieme recipient (4) 
comprend un premier volume d'air (9) tel que d6fini dans la figure 1 , un milieu s61ectif 

25 (5) semi solide, et un systeme de detection (6) qui est un substrat chromogenique 
immobilise passivement sur un disque de papier sterile. Un cylindre (11) contraint, 
apres l'&ape de transfert, les bacteries motiles a migrer a travers le milieu selectif avant 
d'atteindre le systeme de detection. 

La figure 4 presente un autre mode de realisation de l'invention, tel que presente 

30 dans l'exemple 4. Le premier recipient (1) est un contenant ouvert comprenant un 
milieu de culture (2) dans lequel est place l'echantillon que 1'on souhaite analyser. Le 
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moyen de transfert (3) est comparable a celui de la figure 1. Le deuxieme recipient (4) 
comprend un premier volume d'air (9) tel que defini dans la figure 1, et un systeme de 
detection (6) qui est une bandelette d'immunochromatographie, bien connue de 
rhomme du metier, comprenant une premiere partie (12) contenant un conjugue 

5 anticorps anti bacteries marque, une deuxieme partie (13) qui est une membrane de 
chromatographic, sur laquelle on peut detecter un premier signal (14) caracteristique de 
la presence des anticorps anti bacteries que Ton souhaite d&ecter, et un deuxieme 
signal (15), caracteristique de la presence d'un temoin positif. Le papier absorbant (17) 
permet la migration des bacteries, meme si elles ne sont pas motiles. 

10 La figure 5 presente un autre mode de realisation de l'invention. Le premier 

rdcipient (1) est un tube d'analyse biologique comprenant un milieu de culture (2) dans 
lequel est place l'echantillon que Ton souhaite analyser. Le deuxieme recipient (4) 
comprend un premier volume d'air (9) tel que defini dans la figure 1, et un systeme de 
detection (6) et un milieu selectif (5). Dans ce mode de realisation, la premiere 

15 ouverture au niveau du premier recipient (1) et la deuxieme ouverture au niveau du 
deuxieme r6cipient (4) constitue la meme ouverture : le moyen de transfert (3) se limite 
alors a cette meme ouverture. Cette ouverture ne doit pas permettre le transfert spontane 
de milieu de culture entre le premier et le deuxieme recipient. 



limitatif. lis permettront de mieux comprendre l'invention. 

Exemple 1- Detection de Staphylococcus aureus sur un milieu selectif liquide 
comprenant un indicateur 

25 Un dispositif de detection et/ou d'identification de bacteries present dans un echantillon 
tel que presente dans la figure 1 est utilise" dans cet exemple pour la detection de 
bacteries Staphylococcus aureus. 

Pour cela, 225 ml de milieu de culture (2) (eau peptonee, bioMerieux, ref 42043) est 
introduit dans premier recipient (1) qui est un sac stomacher®, et 25 ml de lait, et le 
30 melange est inocule avec 3xl0 4 cellules Staphylococcus aureus, selon un protocole 
classique tel que connu de Phomme du metier. Un test contrfile est obtenu par 
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l'utilisation de milieu de culture et de kit, tel que present^ ci dessus, mais non inocule 
par Staphylococcus aureus. La partie superieure d'une seringue de 25 ml est utilise 
comme deuxieme recipient (4) comprenant un premier volume d'air (9) de 13 ml. Urt 
milieu selectif (5) (Qi-Staph®, bioMerieux) est utilis6, et 3 ml de ce milieu selectif sont 

5 introduit a l'interieur du. deuxieme recipient (4). Dans cet exemple, le systeme de 
detection (6) est un compose-indicateur (tellurite de potassium) qui permet rapparition 
d'un precipite' noir en presence de bacteries Staphylococcus aureus. Le moyen de 
transfert (3) utilise dans cet exemple est un conduit, d'un diametre interne de 1 mm et 
une longueur de 12 cm, dont 4 cm penetrant a l'intdrieur du deuxieme recipient (4), tel 

10 que presente dans la figure 1. Ce moyen de transfert (3) comprend une premiere 
ouverture (7) qui est immerg6 dans le milieu de culture (2), et une deuxieme ouverture 
(8) qui rentre a l'interieur du deuxieme recipient (4). Dans cet exemple, le deuxieme 
recipient ne comprend qu'une seule ouverture, qui correspond a ladite deuxieme 
ouverture (8) du moyen de transfert (3), et constitue de ce fait une enceinte ferm£e a 

15 l'exception de l'ouverture (8). Comme present^ dans la figure 1, le deuxieme r6cipient> 
(4) et le moyen de transfert (3) sont places dans le sac stomacher®. Ceci permet d'isoler 
le milieu de culture contamine. 

Le transfert du milieu de culture (2) comprenant les bacteries entre le premier recipient 
(1) et le deuxieme recipient (4) est obtenu en placant 1'ensemble du dispositif dans un 

20 incubateur a 37°C pendant une heure. Cette incubation permet le pre enrichissement du 
milieu de culture. Une incubation plus ou moins longue peut 8tre realised selon la 
contamination de l'echantillon. L'interieur du deuxieme recipient (4) est alors a une 
temperature Tl = 37°C. Puis, 1'ensemble du dispositif est place a une temperature de 
15°C pendant une heure, afin que l'interieur du deuxieme recipient (4) soit a une 

25 temperature T2 = 1 5°C. Cette diminution de temperature induit alors une diminution de 
pression au sein du deuxieme recipient (4), qui permet le transfert d'un volume d<§fini 
du milieu de culture (600 ul) du premier recipient (1) vers le deuxieme recipient (4). 
L'ensemble du dispositif est ensuite maintenu durant 18h a 37°C, afin de permettre aux 
bacteries de metaboliser le substrat, induisant rapparition d'un precipite au niveau du 

30 systeme de detection (6). A noter que dans le deuxieme r6cipient (4), le niveau de 
milieu selectif (5) n'atteint pas la deuxieme ouverture (8), entre le moyen de transfert 
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(3) et le deuxieme recipient (5) : lors de Inspiration, le milieu de culture (2) 
comprenant les bacteries Staphylococcus aureus aspir6 est piege a l'interieur du 
deuxieme recipient (4), et ne peut refouier dans le premier recipient (1), lorsque qu'on 
augmente de nouveau la temperature a l'interieur du deuxieme recipient (4). A la fin de 
5 cette incubation, un precipite apparatt au niveau du systeme de detection, confirmant la 
presence de Staphylococcus aureus lorsque le milieu de culture et le lait etait inoculc 
par ces bacteries. Aucun pr6cipite n'etait observe dans le test controle. 

Exemple 2 - Detection de bacteries Salmonella thyphimurium sur une colonne de 
10 cellulose 

Le premier recipient (1) est a celui decrit dans l'exemple 1, mais pourrait etre tout type 
de premier recipient. Dans cet exemple, 225 ml de milieu de culture (2) BPW (eau 
peptonee) dans lequel sont dissous 25g de poudre de lait (issue du commerce) sont 
inocules avec 3x1 0 2 cellules Salmonella typhimurium. Le deuxieme recipient (4) et le 
15 moyen de transfert (3) utilise dans cet exemple est presente dans la figure 2 . Un test 
contr61e est realise tel que decrit dans l'exemple 1. 

Pour le milieu selectif (5), 0,5 millilitre de milieu de culture BPW contenant 20 ug de 
novobiocine sont imbibes sur une colonne de cellulose (10) de 2 cm de long et 0,7 cm 
de diametre. Cette colonne de cellulose (10) est place a l'interieur du deuxieme 

-20 recipfentt4);T!ar^ moyen de 

transfert (3). Dans cet exemple, le deuxieme recipient (4) ne comprend qu'une seule 
ouverture, qui correspond a ladite deuxieme ouverture (8) du moyen de transfert (3), et 
constitue de ce fait une enceinte fermee a l'exception de l'ouverture (8). En haut de 
cette colonne de cellulose (10) est depose le systeme de detection (6) qui est un substrat 

25 chromogenique, le 5-bromo-6-chloro-3-indoxyl octanoate (magenta C8) combine a du 
nitro bleu tetrazolium (Sigma, N6639), immobilise passivement sur un disque de papier 
sterile d'un diametre de 5 mm (Wathman 3 Chr, ref 3030917). Le transfert du milieu de 
culture (2) comprenant les bacteries entre le premier recipient (1) et le deuxieme 
recipient (4) est realis6 tel que decrit dans l'exemple 1, en pla9ant l'ensemble du 

30 dispositif a 37°C pendant 1 heure, puis a 1 5°C pendant une heure. A la fin du transfert, 
les bacteries, en contact avec la colonne de cellulose diffusent jusqu'en haut de la 
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colonne, vers le systeme de detection ou elles metabolisent le substrat, pour former un 
precipite noir. Les resultats positifs sont observ6 apres 15h. Les resultats etaient 
negatifs lors du test contr61es. 

5 Exemple 3 - Detection de bacteries motiles Salmonella thyphimurium sur un milieu 
selectif semi solide 

Le premier r6cipient (1) est a celui decrit dans Pexemple 1, mais pent etre tout type de 
premier recipient. Dans cet exemple, 225 ml de milieu de culture (2) BPW (eau 
peptonee), dans lequel sont dissous 25g de poudre de lait (issue du commerce) sont 
10 inocules avec 3xl0 4 cellules Salmonella thyphimurium. Le deuxieme r6cipient (4) et le 
moyen de transfert (3) utilis6 dans cet exemple est presents dans la figure 3. Un test 
contr61e est realise tel que decrit dans Pexemple 1. 

A l'interieur du deuxieme recipient (4) sont deposes 3 ml de milieu semi solide (API 
M-medium®, bioMerieux, ref 50120) et utilises comme milieu selectif (5) comprenant, 

15 40 ug/ml de novobiocine, sans que le niveau de milieu selectif (5) n'atteigne la 
deuxieme ouverture (8), entre le moyen de transfert (3) et le deuxieme r6cipient (5). La 
deuxieme ouverture (8) et le systeme de detection (6) sont separes par un cylindre (1 % 
tel que presente dans la figure 3 obligeant les bacteries a migrer a travers le milieu 
selectif (5), ce qui fait que seules les bacteries resistantes et motiles parviennent au 

20 systeme de detection (6). Le systeme de detection (6) est un substrat chromogenique tel 
que decrit dans Pexemple 2. 

Le transfert de salmonelles du premier recipient vers le deuxieme recipient est realisee, 
d'une facon comparable a l'exemple 1, en placant l'ensemble du dispositif a 37°C 
pendant 1 heure, puis a 15°C pendant une heure. 

25 A la fin de 1'etape de transfert, en maintenant l'ensemble du dispositif durant 16h a 
37°C, un volume defini de milieu de culture (150 ul) comprenant les bacteries motiles 
est en contact avec le milieu selectif (5), et les bacteries migrent a travers lui, jusqu'au 
systeme de detection (6). A la fin de cette incubation, la coloration du disque en noir 
conflrme la presence de salmonelles, initialement presente dans le milieu de culture. 

30 Aucun coloration n'6tait observee lors du test controle. 
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Exemple 4 - Detection de bacteries Listeria monocytogenes par 
immunochromatographie 

Le premier recipient (I) est a celui decrit dans Pexemple 1, mais peut etre tout type de 
premier recipient. Dans cet exemple, 250 ml de milieu de culture (2) (trypcase soya 
5 broth, bioMerieux, ref 44011 ; 6% de levure), sont inocul6 avec 3x1 0 7 cru/ml de 
Listeria monocytogenes 4b. Le deuxieme r6cipient (4) et le moyen de transfert (3) 
utilise dans cet exemple est presente dans la figure 4. Un test controle est realise d'une 
facon comparable mais sans inoculation par des bacteries. 

A l'interieur du deuxieme recipient (4) est place le systeme de detection (6) qui est une 
10 bandelette d'immunochromatographie bien connu de l'homme du metier. Un test 
controle est realise tel que decrit dans Pexemple 1 . 

Le transfert de Listeria monocytogenes du premier recipient (1) vers le deuxieme 
recipient (4) est realisee par Pincubation de l'ensemble du dispostif a une temperature 
Tl = 30 °C pendant une heure, puis une temperature T2 = 15°C pendant 45 min. A la 
15 fin du transfert, on peut detecter un premier signal (14) caracteristique de la presence 
d'une proteine present dans le flagelle de L. monocytogenes par reaction avec des 
anticorps specifiques et un deuxieme signal (15), caracteristique de la presence d'un 
temoin positif et obtenu par l'utilisation d'anticorps anti IgG de souris. Lors du test 
controle, seul le deuxieme signal pouvait dtre observ6. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de detection et/ou d'identification de bacteries presentes dans un 
echantillon, liquide ou solide, caracterise en ce que : 
5 a. on place, dans un premier recipient (1), 1 'echantillon susceptible de 

contenir lesdites bacteries dans un milieu de culture (2) liquide, 

b. on dispose d'un deuxieme recipient (4) comprenant au moins un systeme 
de d6tection (6) desdites bacteries, 

c. on dispose d'un moyen de transfert (3) entre le premier recipient (1) et le 
10 deuxieme recipient (2), 

d. on applique une temperature Tl a l'interieur du deuxieme recipient (4) 
puis, 

e. on applique une temperature T2 a l'interieur du deuxieme recipient (4) 

f. la temperature Tl est superieure a la temperature T2 de sorte que l'on 
15 transfert un volume defini de milieu de culture (2) du premier recipient 

( 1 ) vers le deuxieme recipient (4), 

g. on determine la presence ou l'absence de bacteries et/ou on identifie les 
bacteries au niveau du systeme de detection (6). 

~~ 20 2. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que le moyen de transfert (3) 

comprend au moins une premiere ouverture (7) au niveau du premier recipient 
(1) et au moins une deuxieme ouverture (9) au niveau du deuxieme recipient 
(4). 

25 3. Procede selon la revendication 2 caracterise en ce que le deuxieme recipient (4) 

circonscrit un premier volume d'air (9) entre la deuxieme ouverture (8) et le 
systeme de detection (6) et/ou le moyen de transfert (3) circonscrit un deuxieme 
volume d'air (16) entre la premiere ouverture (7) et la deuxieme ouverture (8). 



30 



4. Procede selon l'une quelconques des revendi cations 1 a 3 caracterise en ce que 
Tl est compris entre 25 et 45°C, preferentiellement entre 30 et 42°C 
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REVINDICATIONS 

1. Precede" de detection et/ou d'identification de bacteries presentes dans un 
Schantillon, liquide ou solide, caracterise en ce que : 

a. on place, dans un premier recipient (1), l'6chantillon susceptible de 
contenir lesdites bacteries dans un milieu de culture (2) liquide, 

b. on dispose d'un deuxieme recipient (4) comprenant au moins un systeme 
de detection (6) desdites bacteries, 

c. on dispose d'un moyen de transfert (3) entre le premier recipient (1) et le 
deuxieme recipient (4), 

d. on applique une temperature Tl a l'interieur du deuxieme recipient (4) 
puis, 

e. on applique une temperature T2 a 1 'interieur du deuxieme r6cipient (4) 

f. la temperature Tl est superieure a la temperature T2 de sorte que Ton 
transfert un volume d6fini de milieu de culture (2) du premier recipient 
(1) vers le deuxieme recipient (4), 

g. on determine la presence ou l'absence de bacteries et/ou on identifie les 
bacteries au niveau du systeme de detection (6). 

2. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que le moyen de transfert (3) 
comprend au moins une premiere ouverture (7) au niveau du premier recipient 
(1) et au moins une deuxieme ouverture (8) au niveau du deuxieme recipient 
(4). 

3. ProcSde selon la revendication 2 caracterise 7 en ce que le deuxieme recipient (4) 
circonscrit un premier volume d'air (9) entre la deuxieme ouverture (8) et le 
systeme de detection (6) et/ou le moyen de transfert (3) circonscrit un deuxieme 
volume d'air (16) entre la premiere ouverture (7) et la deuxieme ouverture (8). 



4. Proc6d6 selon l'une quelconques des revendications 1 a 3 caracterise en ce que 
Tl est compris entre 25 et 45°C, preTerentiellement entre 30 et 42°C 
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REVINDICATIONS 

1. Proc6de de detection et/ou d'identification de bact6ries presentes dans un 
echantillon, liquide ou solide, caracteris6 en ce que : 
5 a. on place, dans un premier recipient (1), l'echantillon susceptible de 

contenir lesdites bacteries dans un milieu de culture (2) liquide, 

b. on dispose d'un deuxieme r6cipient (4) comprenant au moins un systeme 
de detection (6) desdites bacteries, 

c. on dispose d'un moyen de transfert (3) entre le premier recipient ( 1 ) et le 
10 ' deuxieme recipient (4), 

d. on applique une temperature Tl a l'interieur du deuxieme recipient (4) 
puis, 

e. on applique une temperature T2 a 1 'interieur du deuxieme recipient (4) 

f. la temperature Tl est superieure a la temperature T2 de sorte que Ton 
15 transfert un volume defini de milieu de culture (2) du premier recipient 

(1) vers le deuxieme recipient (4), 

g. on determine la presence ou l'absence de bacteries et/ou on identifie les 
bacteries au niveau du systeme de detection (6). 

~20 2. Precede selon la revendication 1 caracterise en ce que le moyen de transfert (3) 

comprend au moins une premiere ouverture (7) au niveau du premier recipient 
(1) et au moins une deuxieme ouverture (8) au niveau du deuxieme recipient 
(4). 

25 3. Precede selon la revendication 2 caracterise en ce que le deuxieme recipient (4) 
circonscrit un premier volume d'air (9) entre la deuxieme ouverture (8) et le 
systeme de detection (6) et/ou le moyen de transfert (3) circonscrit un deuxieme 
volume d'air (16) entre la premiere ouverture (7) et la deuxieme ouverture (8). 
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4. Precede selon l'une quelconques des revendications 1 a 3 caracterise en ce que 
Tl est compris entre 25 et 45°C, preferentiellement entre 30 et 42°C 
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Precede selon l'une quelconques des revendications 1 a 4 caracterise en ce que 
T2 est compris entre, preferentiellement entre 4 et 24 °C, preferentiellement 
entrel3etl8°C. 

Precede de detection et/ou d'identification de bacteries presentes dans un 
echantillon, liquide ou solide, caracterise" en ce que : 

a. on place, dans un premier recipient (1), l'6chantillon susceptible de 
contenir lesdites bacteries dans un milieu de culture (2) liquide, 

b. on dispose d'un deuxieme recipient (4) comprenant au moins un systeme 
de defection (6) desdites bacteries, 

c. on dispose d'un moyen de transfert (3) entre le premier recipient (I) et le 
deuxieme recipient (2), 

d. on applique une temperature Tl a rinterieur du premier recipient (1) 
puis, 

e. on applique une temperature T2 a l'inteneur du premier recipient (1 ) 

f. la temperature Tl est inferieure a la temperature T2 de sort que Ton 
transfert un volume delini de milieu de culture (2) du premier recipient 
(1) vers le deuxieme recipient (4), 

g. on determine la presence ou l'absence de bacteries et/ou on identifie les 
bacteries au niveau du systeme de detection (6). 

Dispositif de detection et/ou d'identification de bacteries dans un echantillon 
comprenant 

• un deuxieme recipient (4), comprenant au moins un systeme 

de detection (6), et 

o au moins un moyen de transfert (3) entre un premier recipient 

(1) et le deuxieme recipient (4), ledit moyen de transfert comprenant 
au moins une premiere ouverrure (7) au niveau du premier recipient (1) 
et au moins une deuxieme ouverrure (8) au niveau du deuxieme 
recipient (4). 
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5. Proced6 selon l'une quelconques des revendications 1 a 4 caracteris6 en ce que 
T2 est compris entre, preferentiellement entre 4 et 24 °C, preferentiellement 
entre 13 et 18°C. 



6. Procede de detection et/ou d'identification de bacteries pr6sentes dans un 
echantillon, liquide ou solide, caracteris6 en ce que : 

a. on place, dans un premier recipient (1), l'echantillon susceptible de contenir 
lesdites bacteries dans un milieu de culture (2) liquide, 
10 b. on dispose d'un deuxieme recipient (4) comprenant au moins un systeme de 
detection (6) desdites bacteries, 

c. on dispose d'un moyen de transfert (3) entre le premier recipient (1) et le 
deuxieme recipient (8), 

d. on applique une temperature Tl a l'interieur du premier recipient (1) puis, 
15 e. on applique une temperature T2 a l'interieur du premier recipient (1) 

f. la temperature Tl est inferieure a la temperature T2 de sort que Ton transfert un 
volume defini de milieu de culture (2) du premier recipient (1) vers le deuxieme 
recipient (4), 

g. on determine la presence ou l'absence de bacteries et/ou on identifie les 
~2"0 bacteries au niveau du systeme deTdetection (6)~ 

7. Dispositif de detection et/ou d'identification de bacteries dans un echantillon 
comprenant 

« un deuxieme recipient (4), comprenant au moins un systeme 

25 de detection (6), et 

a> , au moins un moyen de transfert (3) entre un premier recipient 

(1) et le deuxieme recipient (4), ledit moyen de transfert comprenant 
au moins une premiere ouverture (7) au niveau du premier recipient (1) 
et au moins une deuxieme ouverture (8) au niveau du deuxieme 
30 recipient (4). 
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Precede selonl'une quelconques des revendications 1 a 4 caracteris6 #i ce que 
T2 est compris entre, preferentiellement entre 4 et 24 °C, preferentiellement 
entrel3etl8°C. 

Procede de detection et/ou d'identification de baeteries presentes dans un 
echantillon, liquide ou solide, caracterise en ce que : 

on place, dans un premier recipient (1), l'echantillon susceptible de contenir 
lesdites baeteries dans un milieu de culture (2) liquide, 
on dispose d'un deuxieme recipient (4) comprenant au moins un systeme de 
detection (6) desdites baeteries, 

c. on dispose d'un moyen de transfert (3) entre le premier recipient (1) et le 
deuxieme recipient (4), 

d. on applique une temperature Tl a l'interieur du premier recipient (1) puis, 

e. on applique une temperature T2 a l'interieur du premier recipient (1) 

f. la temperature Tl est inferieure a la temperature T2 de sort que l'on transfert un 
volume defini de milieu de culture (2) du premier recipient (1) vers le deuxieme 
recipient (4), 

g. on determine la presence ou I'absence de baeteries et/ou on identifie les 
baeteries au niveau du systeme de detection (6). 

7. Dispositif de detection et/ou d'identification de baeteries dans un echantillon 
comprenant 

• un deuxieme recipient (4), comprenant au moins un systeme 

de d6tection (6), et 

au moins un moyen de transfert (3) entre un premier recipient 
(1) et le deuxieme recipient (4), ledit moyen de transfert comprenant 
au moins une premiere ouverture (7) au niveau du premier recipient (1) 
et au moins une deuxieme ouverture (8) au niveau du deuxieme 
recipient (4). 
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8. Dispositif selon la revendication 7 caracterise en ce que le deuxieme recipient 
(4) circonscrit un premier volume d'air (9) entre la deuxieme ouverture (8) et le 
systeme de detection (6) et/ou le moyen de transfert (3) circonscrit un deuxieme 

5 volume d'air ( 1 6) entre la premiere ouverture (7) et la deuxieme ouverture (8). 

9. Dispositif, selon la revendication 7 ou 8, caracterise en ce que le moyen de 
transfert (3) est un conduit non capillaire. 

10 10. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 7 a 9 caracterise en ce 

qu'il comprend, en outre, un premier recipient (1) comprenant un milieu de 
culture. 

11. Dispositif, selon la revendication 10, caracterisS en ce que le deuxieme recipient 
1 5 (4) est compris dans le premier recipi ent ( 1 ). 

12. Kit de detection et/ou d'identification de bacteries pour la mise en ceuvre du 
procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 6. 
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8. Dispositif selon la revendication 7 caracterise en ce que le deuxieme recipient 
(4) circonscrit un premier volume d'air (9) entre la deuxieme ouvertuife' (8) et le 
systeme de detection (6) et/ou le moyen de transfert (3) circonscrit un deuxieme 
volume d'air (16) entre la premiere ouverture (7) et la deuxieme ouverture (8). 

5 

9. Dispositif, selon la revendication 7 ou 8, caracterisS en ce que le moyen de 
transfert (3) est un conduit non capillaire. 

10. Dispositif, selon Tune quelconque des revendications 7 a 9, caracteris6 en ce 
10 que le deuxieme recipient (4) est compris dans le premier recipient (1). 

11. Kit de detection et/ou d' identification de bacteries pour la mise en oeuvre du 
proc6de selon Tune quelconque des revendications 1 a 6. 



regue le 14/08/03 



18 

8. Dispositif selon la revendication 7 caracterise en ce que le deuxieme recipient 
(4) circonscrit un premier volume d'air (9) entre la deuxieme ouvertuft? (8) et le 
systeme de detection (6) et/ou le moyen de transfert (3) circonscrit un deuxieme 
volume d'air (16) entre la premiere ouverture (7) et la deuxieme ouverture (8). 

5 

9. Dispositif, selon la revendication 7 ou 8, caracteris6 en ce que le moyen de 
transfert (3) est un conduit non capillaire. 

10. Dispositif, selon Tune quelconque des revendications 7 a 9, caracterise en ce 
10 que le deuxieme recipient (4) est compris dans le premier recipient ( 1 ). 

11. Kit de detection et/ou d'identification de bacteries pour la mise en oeuvre du 
procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 6. 
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